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　　［摘要］　目的　观察早期应用Ｍｄｉｖｉ１经维持低血压后复苏对非控制失血性休克大鼠肾脏的保护
作用。方法　ＳＤ大鼠分成４组：假手术组（Ｓｈａｍ组），非控制失血性休克组（Ｓｈｏｃｋ组），常规液体复苏
组（Ｃｔ组），常规液体复苏联用Ｍｄｉｖｉ１组（Ｍｄｉｖｉ１组）。观察不同处理组的存活率、存活时间、肾功能、
肾血流量及其线粒体功能的变化。结果　①常规液体复苏组大鼠存活时间较休克组有所延长，与常规
液体复苏组相比，Ｍｄｉｖｉ１组治疗大鼠 ７２ｈ存活率明显提高（０％ ｖｓ３１．２５％），存活时间明显延长
（１４．４ｈｖｓ５１．７ｈ，Ｐ＜０．０５）；②肾血流量：与休克组相比，常规液体复苏可改善大鼠肾血流量 （Ｐ＜
０．０５），与常规液体复苏组相比，Ｍｄｉｖｉ１改善肾血流量的作用更明显［（１２８．４３±２５．５５）Ｕ／ｍｉｎｖｓ
（２４４．７６±５７．７９）Ｕ／ｍｉｎ，Ｐ＜０．０１］；③肾功能：与休克组相比，Ｍｄｉｖｉ１明显地改善肾功能肌酐（Ｃｒｅａ）和
尿素氮（Ｕｒｅａ，Ｐ＜０．０１），与常规液体复苏组相比，Ｕｒｅａ、Ｃｒｅａ经 Ｍｄｉｖｉ１治疗后也明显得到改善（Ｐ＜
０．０５）；④线粒体呼吸控制率（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｃｏｎｔｒｏｌｒａｔｅ，ＲＣＲ）：Ｍｄｉｖｉ１能显著改善肾线粒体呼吸控制率，与
休克组和常规液体复苏组相比差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；⑤氧化应激损伤指标：与休克组和常规
液体复苏组相比，Ｍｄｉｖｉ１组肾脏丙二醛（ＭＤＡ）、活性氧（ＲＯＳ）均明显下降（Ｐ＜０．０１），明显减轻非控
失血性休克大鼠的氧化应激损伤。结论　在非控制失血性休克确定性止血治疗前，进行常规液体复
苏的同时给予 Ｍｄｉｖｉ１可有效地提高大鼠存活率，改善肾灌注和肾功能以及肾线粒体功能，减轻氧化
应激损伤。

　　［关键词］　非控制失血性休克；线粒体分裂抑制剂；低压维持复苏
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　　创伤失血性休克是指由严重创伤所致的机体有效
循环血量不足、组织灌流减少而出现器官功能障碍的

一种综合征［１］。近年来提出了创伤失血性休克早期

救治的新理念，包括允许性低压复苏、延迟复苏等，在

一定程度上提高了创伤失血性休克早期救治水平。但

在严重创伤所引起的非控制失血性休克的应用中，单

纯的限制性液体复苏的疗效尚不能达到比较满意的效

果［２］；同时在战时和灾害环境下，液体运输困难，液体

充分复苏不能有效实现；且允许性低压复苏的维持时

间不宜过长，在 ９０ｍｉｎ左右，偏远地区或者复杂地域
不能满足后送的要求。因此寻找较少依赖于容量复

苏，适合于创伤失血性休克早期应用的抗休克药物，以

延长黄金救治时间，提高创伤失血性休克早期救治水

平具有非常重要的意义。

　　在创伤失血性休克早期，缺血缺氧等原因可引起
细胞内线粒体、内质网等多种细胞器的损伤。其中线

粒体形态和功能损伤可导致重要脏器功能障碍，在战

创伤休克的发生、发展中具有重要作用。近来有研究

表明Ｍｄｉｖｉ１作为一种选择性、细胞渗透性线粒体分
裂抑制剂，在多种病理状态下，可通过抑制线粒体分

裂，恢复线粒体的结构和功能，进而发挥器官功能保护

作用［３］。其在战伤休克早期是否可发挥器官功能保

护作用，延长战创伤休克黄金救治时间，改善战创伤休

克患者预后尚不清楚。本实验拟采用大鼠非控制失血

性休克模型，观察在休克早期应用 Ｍｄｉｖｉ１对非控制
失血性休克大鼠肾功能的保护作用及其可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂仪器
　　ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠 １２８只，质量 １９０～２２０ｇ，雌雄各

半，由陆军军医大学大坪医院实验动物中心提供，实验

动物合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００５。Ｍｄｉｖｉ１（购自美
国Ｔｏｃｒｉｓ公司）和二磷酸腺苷（ＡＤＰ，购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；Ｃｌａｃｋ电极（Ｓｔｒａｔｈｋｅｌｖｉｎ７８２，购自苏格兰）。
ＰｅｒｉＦｌｕｘ５００１激光多普勒血流监测仪（购自瑞典
Ｐｅｒｉｍｅｄ）；ＡＵ５８００全自动生化分析仪 （购自美国
Ｂｅｃｋｍａｎ）；ＭＴ２００溶氧仪（购自英国 Ｓｔｒａｔｈｋｅｌｖｉｎ）。
１．２　非控制失血性休克大鼠模型的制备
　　本实验室采用常规方法建立非控制失血性休克模
型：ＳＤ大鼠术前禁食 １２ｈ，自由饮水，大鼠右侧股动
脉、股静脉插管，分别用于观察血压、给药复苏和检测

肾功能等指标。腹正中切开暴露脾脏，在脾脏第二、

三、四、五动脉分支间剪断脾实质，让血液在非控制情

况下流入腹腔，约 ４０～５０ｍｉｎ后，大鼠平均动脉血压
（ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ）降至４０ｍｍＨｇ。假手术
组不剪断脾实质，其他操作同模型组。

１．３　实验方案
　　将ＳＤ大鼠分成 ４组：假手术组（Ｓｈａｍ组），非控
制失血性休克组（Ｓｈｏｃｋ组），常规液体复苏组（Ｃｔ组），
常规液体复苏组联用 Ｍｄｉｖｉ１组（Ｍｄｉｖｉ１组）。常规
液体复苏组：在非控制失血性休克模型制备成功后，输

注乳酸林格氏液 （ｌａＣｔａｔｅｄＲｉｎｇｅｒ’ｓｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＬＲ）＋羟
乙基淀粉 （ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌｓｔａｒｃｈ，ＨＥＳ），比例为 ２∶１，使
休克大鼠血压维持在５０～６０ｍｍＨｇ１ｈ；Ｍｄｉｖｉ１组：在
常规液体复苏的同时，给予Ｍｄｉｖｉ１０．５ｍｇ／ｋｇ，使休克
大鼠血压维持在５０～６０ｍｍＨｇ１ｈ。随后结扎脾动脉
（确定性止血治疗），再给予相当于２倍失血量的乳酸
林格氏液和羟乙基淀粉（２∶１）进行液体复苏，于复苏
后２ｈ观察各项指标。实验分为 ３批：第 １批（每组
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１６只）用于观察大鼠的存活时间和存活率；第２批（每
组８只）用于肾血流量和肾功能检测；第 ３批（每组
８只）分别用于肾线粒体呼吸控制速率（ＲＣＲ）测定和
肾脏丙二醛（ＭＤＡ）、活性氧（ＲＯＳ）测定。
１．４　检测指标及方法
１．４．１　大鼠存活情况观察　　在确定性止血复苏结
束后，拔出股动静脉的插管，并结扎血管缝合伤口，肌

注抗生素（青霉素、链霉素）。然后将复苏后的大鼠放

回笼内饲养，正常饮食饮水，每３０ｍｉｎ观察１次，观察
至复苏后７２ｈ，记录大鼠的存活率和存活时间。
１．４．２　肾血流量和肾功能的测定　　分别在休克前、
休克后、复苏后２ｈ应用激光多普勒血流监测仪测定
各组肾血流量，并抽血２ｍＬ送至医院检验科，利用全
自动生化分析仪测定肾功能肌酐（Ｃｒｅａ和尿素氮Ｕｒｅａ）。
１．４．３　肾线粒体提取和线粒体呼吸控制速率（ＲＣＲ）
的测定　　在休克大鼠经安乐死后，取适量肾组织于
冰冷的环境中剪碎并制成匀浆液，５００×ｇ离心５ｍｉｎ，
取上清去沉淀，１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清去沉淀，连
续两次 ７０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，倒掉上清（留一些不倒
完，用手轻轻晃一下离心管，再倒掉）加２ｍＬ，轻轻吹
掉最上层不要，再加入保存液待测为分离的线粒体。

１．２ｍＬ实验缓冲液（ｓｕｃｒｏｓｅ０．２５ｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ１５ｍｍｏｌ／Ｌ，
ＫＨ２ＰＯ４１５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴｒｉｓＨＣｌ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＤＴＡＮａ
２１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４，２６℃），将线粒体待测液放入反
应室平衡，然后加入底物（５μｍｏｌｓｏｄｉｕｍｍａｌａｔｅａｎｄ
５μｍｏｌｓｏｄｉｕｍｇｌｕｔａｍａｔｅ，以消耗内源性 ＡＤＰ）。封闭
反应室，线粒体再平衡后，加入外源性 ＡＤＰ（５μＬ，
４００ｎｍｏｌ／Ｌ）测定状态 ３呼吸的耗氧率（ＯＣＲ）。当
ＡＤＰ再次耗尽时，记录状态４呼吸的ＯＣＲ。ＲＣＲ为状
态３呼吸速率的ＯＣＲ与状态４呼吸的ＯＣＲ之比［４］。

１．４．４　ＭＤＡ、ＲＯＳ测定　　在休克大鼠经安乐死后，

与分离线粒体同时取出肾适量组织，－８０℃保存后，
解冻称重放于生理盐水中，制成终浓度为１０％的匀浆
液。在３０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心后小心吸取上清液为
待测样品。采用商品化的试剂盒，按照说明书步骤检

测ＭＤＡ、ＲＯＳ。
１．５　统计学分析
　　所有数据均以 珋ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软
件进行方差分析，组间采用单因素方差检验多重比较，

检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　Ｍｄｉｖｉ１对非控制失血性休克大鼠存活率、存活
时间的影响

　　假手术组大鼠７２ｈ全部存活，非控制失血性休克
组大鼠７２ｈ存活率为０％。常规液体复苏组大鼠７２ｈ
存活率仍为０％，但存活时间较非控制失血性休克组
有所延长（Ｐ＜０．０５，图 １Ａ、Ｂ）。Ｍｄｉｖｉ１组治疗大鼠
７２ｈ存活率为 ３１．２５％，存活时间与常规液体复苏组
相比明显增加（１４．４ｈｖｓ５１．７ｈ，Ｐ＜０．０１，图１Ａ、Ｂ）。
２．２　Ｍｄｉｖｉ１对非控制失血性休克大鼠肾血流量的

影响

　　休克后大鼠肾血流量显著降低，与休克组相比，常
规液体复苏可改善大鼠肾血流量 （Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ、
Ｂ），与常规液体复苏组相比，Ｍｄｉｖｉ１改善肾血流量的
作用更明显［（１２８．４３±２５．５５）Ｕ／ｍｉｎｖｓ（２４４．７６±
５７．７９）Ｕ／ｍｉｎ，Ｐ＜０．０１，图２Ａ、Ｂ］。
２．３　Ｍｄｉｖｉ１对非控制失血性休克大鼠肾功能的影响
　　失血性休克后肾功能指标 Ｃｒｅａ和 Ｕｒｅａ均明显升
高，与休克组相比，Ｍｄｉｖｉ１组 Ｕｒｅａ和 Ｃｒｅａ显著下降
（Ｐ＜０．０１，表１），与常规液体复苏组相比，Ｍｄｉｖｉ１组改
善肾功能的作用明显（Ｐ＜０．０１，表１）。
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图１　Ｍｄｉｖｉ１对非控制失血性休克大鼠存活率、存活时间的影响
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图２　Ｍｄｉｖｉ１对非控制失血性休克大鼠肾血流量的影响

表１　Ｍｄｉｖｉ１对非控失血性休克大鼠肾功能的影响 （ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）
指标 Ｓｈａｍ Ｓｈｏｃｋ Ｃｔ Ｍｄｉｖｉ１

尿素氮／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ５．５９±０．９１ １４．７９±３．３８ １２．４６±２．１１ ９．２４±０．９４ａｂ

肌酐／μｍｏｌ·Ｌ－１ ２３．４８±２．３６ ８１．５０±１１．１１ ７８．１５±６．５２ ６５．３１±７．５１ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｔ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈｏｃｋ组比较

２．４　Ｍｄｉｖｉ１对非控制失血性休克大鼠肾线粒体功能
的影响

　　线粒体是缺血缺氧时受影响的重要细胞器之一，
线粒体功能的早期恢复状况与休克愈后好坏密切相

关。我们通过实验观察到 Ｍｄｉｖｉ１能显著改善肾线粒
体呼吸控制率（ＲＣＲ），与常规液体复苏组相比，Ｍｄｉｖｉ
１组线粒体呼吸控制率增加了６０．３％，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０１，图３）。
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图３　Ｍｄｉｖｉ１对非控制失血性休克大鼠肾线粒体功能的影响

２．５　Ｍｄｉｖｉ１对非控制失血性休克大鼠肾氧化应激损
伤的影响

　　予以常规液体复苏后肾脏ＭＤＡ和ＲＯＳ水平与休
克组比较均有所增加，其中ＲＯＳ水平与休克组相比差
异有统计学意义 （Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）；与常规液体复苏组
相比，给 Ｍｄｉｖｉ１后肾脏 ＭＤＡ明显下降（Ｐ＜０．０１，
图４Ａ），而在ＲＯＳ方面，Ｍｄｉｖｉ１组与对照组和休克组相
比，肾ＲＯＳ水平均呈现显著下降趋势（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。
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Ａ：肾ＭＤＡ的检测结果；Ｂ：肾ＲＯＳ的检测结果

图４　Ｍｄｉｖｉ１对非控制失血性休克大鼠氧化应激损伤的影响
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３　讨论

　　失血性休克发生率呈不断上升趋势，且并发症多
较重，目前国内外局势不稳定性增大，复杂环境灾害救

治水平的不足。现有的休克早期救治技术不能满足救

治需求，现场早期救治是制约救治整体能力和水平的

关键环节之一，着力加强和提高这一环节的能力和水

平，提高早期救治技术水平，需要研究新的救治措施来

提高早期救治，寻找较少依赖于容量复苏，适合于创

伤失血性休克早期应用的抗休克药物，以延长黄金

救治时间，在提高早期救治方面具有重要意义和研

究必要性。

　　研究表明在失血性休克早期，线粒体结构和功能
即发生了变化，休克后线粒体发生破碎和肿胀［５－６］，线

粒体动力相关蛋白 Ｄｒｐ１中丝氨酸６１６位点磷酸化导
致Ｄｒｐ１线粒体易位引起线粒体分裂增加，线粒体的功
能表现出供能和代谢障碍，随之细胞凋亡，进一步影响

器官功能［７－８］。线粒体分裂抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１是喹唑啉
酮的衍生物，是Ｄｒｐ１的选择性抑制剂［９］，可通过抑制

丝氨酸６１６磷酸化，降低 Ｄｒｐ１的 ＧＴＰａｓｅ活性，减少
Ｄｒｐ１线粒体易位，稳定线粒体形态［１０］。既往研究表

明，Ｍｄｉｖｉ１在多种病理状态下对心脑等重要器官功能
具有保护作用，文献［１１］报道在外伤性脑损伤大鼠模
型中发现Ｍｄｉｖｉ１可显著改善脑损伤后的神经功能评
分，降低大脑半球的含水量，明显减少血脑屏障渗漏。

另外有研究表明血管内皮屏障可以介导营养吸收及物

质转运，对机体内环境稳态的维持起着至关重要的作

用［１２］，保护线粒体结构和功能，维持内皮细胞的功能

也是保护内皮屏障重要一步。ＭＡＮＥＥＣＨＯＴＥ等［１３］在

心肌缺血再灌注模型中发现缺血期间和再灌注开始时

应用Ｍｄｉｖｉ１可减小心肌梗死面积。但在创伤失血性
休克早期应用Ｍｄｉｖｉ１是否能够发挥器官功能保护作
用尚不清楚。本研究发现在允许性低压复苏阶段应用

Ｍｄｉｖｉ１可明显提高非控制失血性休克大鼠的存活率，
提高休克大鼠的肾血流量，改善休克大鼠的肾功能，其

效果明显优于常规液体复苏。

　　已有研究表明失血性休克和易引起氧化应激反
应，产生过量的ＭＤＡ、ＲＯＳ，导致多器官损伤［１４］。肾灌

注不足和缺血再灌注诱导的损伤，活性氧（ＲＯＳ）和炎
症级联反应的激活可能是肾小管细胞损伤的原因［１５］。

ＲＯＳ的过度产生破坏抗氧化防御系统，导致蛋白质、
脂质被迅速氧化，从而导致肾细胞氧化损伤和死

亡［１６－１７］。另外肾细胞色素 ｃ高表达可级联反应激活
ＪＮＫ、ｐ５３等信号通路，产生更多的ＲＯＳ，产生导致细胞
死亡的反馈不良循环［１８］。而线粒体是 ＲＯＳ产生的主

要场所，是调控氧化应激损伤的重要环节，由于失血性

休克后肾缺血缺氧，线粒体产生的一系列级联反应，导

致肾ＲＯＳ、细胞色素ｃ等的高表达，ＲＯＳ的细胞毒性改
变线粒体呼吸链电子传递，关联着肾线粒体的呼吸功

能［１９］，肾线粒体产生的过量 ＲＯＳ造成的氧化应激损
伤加重失血性休克的肾损害［２０］。本研究结果证实了

创伤失血性休克后大鼠肾丙二醛（ＭＤＡ）、活性氧
（ＲＯＳ）显著增加，肾脏线粒体呼吸控制率（ＲＣＲ）明显
降低，而Ｍｄｉｖｉ１可显著减少 ＭＤＡ、ＲＯＳ的产生，提高
ＲＣＲ，提示 Ｍｄｉｖｉ１可减轻氧化应激损伤，保护线粒体
功能，进而改善失血性休克大鼠的肾功能。

　　综上，本研究结果提示在对非控制失血性休克大
鼠进行允许性低压液体复苏时，应用线粒体分裂抑制

剂Ｍｄｉｖｉ１可通过抑制线粒体的过度分裂、减轻氧化
应激损伤，改善线粒体功能，发挥对肾脏功能的保护作

用，并最终提高大鼠存活率。但其对非控制失血性休

克时其他重要器官如心、肝等功能是否具有保护作用

及其深入机制还需进一步探索。
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